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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Gewebeklebstoffes auf Basis von 
menschlichen oder tierischen Proteinen. mit einem Gehalt an Faktor XIII. Fibrinogen und einem 
Antibiotikum aus der Gruppe umfassend Aminoglycoside. Betalactame , Polypeptide und Tetracycline. 

Es sind bereits aus den AT-PS Nr. 359652 und Nr. 359653 Verfahren zur Herstellung eines Gewe- 
5 beklebstoffes mit einem Gehalt an Fibrinogen und Faktor XIII bekannt, bei welchen bestimmte Kon- 
zentrationsverhaltnisse an Faktor XIII zu Fibrinogen und gegebenenfalls Albumin eingestellt und 
die Praparate tiefgefroren oder lyophilisiert werden. Diese Praparate hatten im wesentlichen zufrie- 
denstellende Eigenschaften , namlich eine hohe BeLastbarkeit der Klebungen und eine gute Resorbier- 
barkeit; jedoch ist es wiinschenswert, diese Praparate im Sinne einer antimikrobiellen Wirksamkeit 
10 zu verbessern. 

Es wurde zwar bereits in der US-PS Nr. 2, 533, 004 sowie von Fellinger unter anderem in der 
Zeitschrift "Der Tuberkulosearzt" (6/11. 1952) vorgeschlagen , Fibrinogen~L6sungen mit Antibiotika 
zu versetzen und diese als Wundklebstoff zu verwenden, jedoch ergeben diese erst am Krankenbett 
zu bereitenden Losungen keine ausreichende Haltbarkeit und Belastbarkeit der daraus gebildeten 
IS Fibringerinnsel. 

Es ist v/eiters aus einer Arbeit von Bosch et al.. Archiv fur orthopadische und Unfall-Chi- 
rurgie. Band 90 (1977). Seiten 63 bis 75, bekannt, in Verbindung mit Knochentransplantaten zur 
Auffullung von Knochendefekten ein Fibrinklebesystem anzuwenden, wobei das Fibrin am Ort der 
Wahl unmittelbar an der Knochenhohle durch Zusatz von Thrombin zu einer Fibrinogenlosung gebil- 
20 det wird. Nach Bedarf wurden dabei auch handelsubliche Kombinationspraparate des Neomycins 
in Pulverform zugesetzt. 

Schliefilich wurde nach der PGT-Anmeldung 80/00083 vorgeschlagen, ein Fibrinogen-Antibioti- 
kumgel zu bereiten , wobei eine am Krankenbett zu bereitende Mischung von Kryoprazipitat mit 
Tobramycin und Gentamycin als Antibiotikum zur Anwendung gelangt. 

25 Nach eigenen Versuchen wurde festgestellt, dafi die beschriebenen und bekannten Gewebekleb- 

stoffe, die Fibrinogen, Faktor XIII und ein Antibiotikum enthalten, die gewunschte Kombination 
der Eigenschaften, namlich eine hohe Belastbarkeit der Klebungen und eine antimikrobielle Wirksam- 
keit, nicht besitzen, sondern dafi zwischen den Antibiotika und dem Faktor XIII eine nachteilige 
Wechselwirkung eintritt, mit der Folge, dafi die Vernetzungsf ahigkeit des Fibrinogen stark zuruck- 

30 gent und die Gerinnungsf ahigkeit ungunstig beeinflufit wird. Inf olgedessen kommt es zu einer gerin- 
geren Festigkeit und Haftfahigkeit des Klebers an den Wund- bzw. Gewebsf lachen . 

Ein weiterer Nachteil der bekannten Praparate besteht darin, dafi die Abgabe des Antibioti- 
kums an das Gewebe zu schnell erfolgt, so dafi die Retardation des Antibiotikums nicht ausreicht, 
urn iiber langere Zeit zu wirken und eine hohe Wirkstoffabgabe zu erzielen. 

35 Die Erfindung bezweckt die Vermeidung dieser Nachteile und Schwierigkeiten und stellt sich 

die Aufgabe, einen Gewebeklebstoff menschlichen oder tierischen Ursprungs zu schaffen, der die 
oben angefuhrten Kombinationseigenschaf ten erfullt und eine besere Wirksamkeit des Antibiotikums 
garantiert. 

Die gestellte Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs definierten Art dadurch gelost, 
40 dafi in einer f ibrinogenhaltigen Blutplasmafraktion , gegebenenfalis nach Waschen mit einer Pufferlo- 
sung und Zufugen von einem Plasmin-Inhibitor bzw. Plasminogen-Aktivator-Inhibitor , ein Konzentra- 
tionsverhaltnis von Faktor XIII zu Fibrinogen, ausgedriickt in Einheiten des Faktor XHI/g Fibrino- 
gen, von mindestens 500 durch Zugabe von Faktor XIII eingestellt wird, worauf das Antibiotikum 
zugefugt und das Praparat tiefgefroren oder lyophilisiert wird, oder nach Einstellung des Fak- 
45 tor XIII-/Fibrinogengehaltes das Praparat tiefgefroren oder lyophilisiert und nach Auftauen bzw. 
Rekonstituieren mit einer antibiotikumhaltigen Losung vereinigt wird. 

Nach einer bevorzugten Ausf iihrungsform , bei der die fibrinogenhaltige Blutplasmafraktion 
mit einer Pufferlosung gewaschen wird, wird der Waschprozefl bis zur Erreichung einer Faktor 
XIII-Konzentration von 200 Einheiten Faktor XHI/g Fibrinogen durchgef iihrt, worauf Faktor XIII 
50 in einer Menge von mindestens 300 Einheiten/g Fibrinogen in Form eines Konzentrates oder Lyophi- 
lisates zugefuhrt wird. 

Vorteilhaft wird bei einem tiefgefrorenen Gewebeklebstoff Faktor XIII in einer Menge von 
mindestens 40 Einheiten/ml verwendet; bei einem lyophilisierten Gewebeklebstoff sollen mindestens 
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33 Gew.-% Fibrinogen enthalten sein, wobei Faktor XIII in einer Menge von mindestens 170 Einhei- 
ten/g Lyophilisat vorhanden ist. 

Als Plasmin-Inhibitor bzw. Plasminogen-Aktivator-Inhibitor kann zweckmafiig ein Vertreter 
aus der Gruppe Aprolinin, a,-Antiplasmin. o,-Makroglobulin. a .-Antitrypsin . e-Aminocapronsaure und 
S Tranexamsaure verwendet werden. 

Vorteilhaft wird der Gewebeklebstoff als zweikomponentiges Praparat vorbereitet. wobei in 
der ersten Komponente Faktor XIII, Fibrinogen und der Plasmin-Inhibitor bzw. Plasminogen-Aktiva- 
tor-Inhibitor enthalten ist, wahrend in der zweiten Komponente das Antibiotikum, Thrombin und 
zweiwertiges Calcium enthalten sind. 

10 Bevorzugt wird das Antibiotikum in Form eines schwer loslichen Derivates verwendet. Eine 

Variante dieser Ausfuhrungsform kann darin bestehen, dafl neben dem schwer loslichen Derivat 
auch ein leicht 16slich.es verwendet wird, gegebenenfalls verteilt in den beiden Komponenten des 
Gewebeklebstoffes. Diese Ausfuhrungsform hat den Vorteil, dafi das leicht losliche Derivat schnell 
abgegeben wird und eine hohe Anfangswirksamkeit gewahrleistet , wogegen das schwer losliche eine 

15 lang dauernde Wirksamkeit begrundet. 

Der erfindungsgemafie Gewebeklebstoff bzw, das Verfahren zu seiner Herstellung werden in 
den nachfolgenden Beispielen naher erlautert. 

Beispiel 1: Aus humanem eingefrorenem Frischplasma wurde durch Erwarmen auf 2"C Kryopra- 
zipitat (100 g) gewonnen, durch Zentrifugieren abgetrennt und in einer Pufferlosung. enthaltend 

20 Na 3 -Citrat, NaCl, Glycin, Glucose, Aprotinin und Heparin bei einem p^-Wert von 6,5 zweimal ge- 
waschen und der abgetrennte Niederschlag in einer glycinhaltigen Pufferlosung ('255 ml) bei einem 
P H ~Wert von 7,9 gelost. Es wurde festgestellt, dafi in dieser Losung ein Verhaltnis von Faktor XIII 
zu Fibrinogen von 226 Einheiten Faktor XHI/g Fibrinogen enthalten war. Zur Einstellung des erfin- 
dungsgemafi gewiinschten Verhaltnisses von mehr als 500 E/g Fibrinogen wurde der Losung ein 

25 Faktor XHI-Praparat in Pulverform mit 9000 Einheiten zugesetzt, wodurch das Konzentrationsverhalt- 
nis der Losung nunmehr auf 826 Einheiten Faktor XHI/g Fibrinogen aufgestarkt wurde. Diese Losung 
wurde sterilfiltriert; sodann wurden 1,7 g Gentamycin unter sterilen Bedingungen zugefugt, die 
Mischung in Endbehalter (2,5 ml) abgefiillt, tiefgefroren und lyophilisiert, 

Beispiel 2: Die Herstellung der Gewebeklebstoffbasis aus Kryoprazipitat wurde in gleicher 

30 Weise vorgehommen wie in Beispiel 1, mit dem Unterschied, daB nach einmaligem Waschen der Kryopra- 
zipitatniederschlag durch Erwarmen auf 37°C verflussigt und 13600 Einheiten Faktor XIII in Pulver- 
form zugesetzt wurden. Dabei erhielt man ein Verhaltnis von Faktor XIII zu Fibrinogen von 967 Fak- 
tor XIII-Einheiten/g Fibrinogen. Der Losung wurde als Antibiotikum 5,67 g 7- [ (Thienyl)-( 2 )-acet- 
amido ] -cephalosporansaure zugefugt. Die so erhaltene Suspension wurde in Endbehalter (1 ml) ge- 

35 fiillt und tiefgefroren. Faktor XIII ist in dem abgefullten Praparat in einer Menge von 87 E/ml 
enthalten. 

Die Applikation der nach den Beispielen 1 und 2 hergestellten Gewebeklebstoffe erfolgt vor- 
teilhaft dadurch, dafi die aufgetaute bzw. rekonstituierte Mischung mit Thrombin und Calciumchlorid 
gemischt und auf das zu verbindende Gewebe aufgetragen wird. Es ist auch moglich, die beiden 
AO Komponenten getrennt auf das zu verbindende oder auszufullende Gewebe aufzubringen. 

Beispiel 3: Das Verfahren nach Beispiel 1 wurde bis auf die Zugabe des Antibiotikums wieder- 
holt. Der gewaschene Niederschlag wurde nach Auflosen in Pufferlosung sterilfiltriert, in Endbehal- 
ter (2,5 ml) abgefullt, tiefgefroren und lyophilisiert, womit die erste Komponente des erfindungs- 
gemaGen Gewebeklebstoffes lagerfahig gemacht wurde. Die zweite Komponente wurde vor der Appli- 
es kation aus einer Losung von Thrombin und Calciumchlorid durch Zugabe von 7-( (Thienyl)-(2)-acet- 
amido ]-cephalosporansaure (30 mg/ml) bereitet. 

Beispiel 4: Die Vorgangsweise nach Beispiel 2 wurde wiederholt, wobei nach Auflosen des 
Kryoprazipitatniederschlages Gentamycin (1,89 g) zugegeben, die Losung in Endbehalter (1 ml) 
abgefullt und tiefgefroren wurde. Damit liegt die erste Komponente des erf indungsgemafien Klebers 
so in lagerfahiger Form vor. Die zweite Komponente enthaltend 30 mg 7- [ (Thienyl )-(2 )-acetamido ] -ce- 
phalosporansaure pro ml einer Calciumchlorid-Thrombinlosung wurde vor der Applikation bereitet. 

An Stelle des nach den Beispielen 1 bis 4 zugefugten Aprotinins konnen als Plasmin-Inhibitor 
bzw. Plasminogen-Aktivator-Inhibitor einer oder mehrere der folgenden: a,-Antiplasmin, a,-Makroglo- 
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bulin, a.-Antitrypsin, e-Aminocapronsaure und Tranexamsaure verwendet werden. 

Die erfindungsgemafi hergestellten Gewebeklebstoffe besitzen eine generelle Anwendbarkeit 
zum nahtlosen Verbinden von menschlichem oder tierischem Gewebe oder Organteilen zur Wundversor- 
gung und Blutstillung bei wesentlich verbesserter antimikrobieller Wirksamkeit. 
S Die verbesserten Klebeeigenschaften bei in gleicher Weise verbesserter antimikrobieller Wirksam- 

keit der erfindungsgemafien Gewebeklebstof fe ergibt sich aus den folgenden tabellarisch zusammenge- 
fafiten Vergleichsbeispielen ; hiebei wurde der Vernetzungsgrad erfindungsgemafier Gewebeklebstoffe 
mit erhohtem Faktor XII I/Fibrinogen-Verhaltnis dem Vernetzungsgrad bekannter Gewebeklebstoffe 
ohne erhohtes Faktor XIII/Fibrinogen-Verhaltnis gegenubergestellt. jeweils bei Verwendung verschie- 
10 dener Antibiotika. Der a-Vernetzungsgrad ist nach der Natriumlaurylsulfat-(SDS)-Polyacrylamid- 
-Gelelektrophorese-Methode bestimmt, die der art durchgefuhrt wird. dafi nach dem Vermischen des Gewe- 
beklebstoffes mit dem gleichen Volumen einer Losung, enthaltend 40 pMol CaCU und 15 NIH-Einheiten 
(US National Institute of Health-Einheiten ) Thrombin pro ml. die Mischung bei 37°C inkubiert wird. 
Der a -Vernetzungsgrad wird nach Stoppen der Reaktion und reduktiver Spaltung der in den Pro- 
15 teinen enthaltenen Disulfidbrucken durch Zugabe eines Gemisches von Harnstoff, Natriumdodecylsulf at 
und 8-Mercaptoathanol durch Gelelektrophorese bestimmt. 

Im weiteren Teil der Tabelle wurde die Clotfestigkeit im Thrombelastographen eines erfindungs- 
gemafien Gewebeklebstof fes einem bekannten gegenubergestellt. wobei Gentamycin als Antibiotikum 
zugegeben wurde. 

20 Schliefilich enthalt die Tabelle Reififestigkeits-Vergleichswerte eines erfindungsgemafien Gewebe- 

klebstoffes mit einem bekannten. bei Verwendung mit Gentamycin als Antibiotikum. 

Fibrin o -Vernetzung (bei 37'C nach 60 min) 



Antibiotikum- 
zusatz 


erf indungsgemafier 
Gewebeklebstoff mit 
erhohtem Faktor XIII-Gehalt 
> 500 E/g Fbg. 


Gewebeklebstoff 
ohne erhohtem 
Faktor XIII-Gehalt 


Gentamycin 

Neomycin 

Fosfomycin 

Azlocillin 

Doxycyclin 

Cefoxitin 


70% 
41% 
47% 
66% 
65% 
54% 


30% 
21% 
24% 
42% 
26% 
44% 


Clotfestigkeit im Thrombelastograj: 
(37°C-60 min) e = Elastizitatsmo 


>hen 
dul 


Gentamycin 


1150 


426 


Reififestigkeit in g/cm 1 
(37°C-30 min) 


Gentamycin 


1283 


999 



Schliefilich wurde noch 



ein Vergleichsbeispiel bezuglich der Antibiotika-Abgabe aus einem 
nach Beispiel 4 hergestellten Gewebeklebstoff durchgefuhrt. wobei in einem in-vitro-Versuch nach 
25 72 h bereits 85% des Gentamycins aus einem mit diesem Klebestoff hergestellten Clot abgegeben 
wurden. Nach 96 h wurde eine Abgabe von Gentamycin nicht mehr festgestellt. wahrend die 
7- [(Thienyl)-(2)-acetamido]-cephalosporansaure noch nach 8 Tagen nachweisbar war. 
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PATEN TANSPRlJCHE : 

1. Verfahren zur Herstellung eines Gewebeklebstof fes auf Basis von menschlichen oder tieri- 
schen Proteinen. mit einetn Gehalt an Faktor XIII. Fibrinogen und einem Antibiotikum aus der 
Gruppe umfassend Aminoglycoside, Betalactame. Polypeptide und Tetracycline, dadurch gekennzeich- 
net, dafl in einer fibrinogenhaltigen Blutplasmaf raktion , gegebenenfalls nach Waschen mit einer 

5 Pufferlosung und Zufugen von einem Plasmin-Inhibitor bzw. Plasminogen-Aktivator-Inhibitor . ein 
Konzentrationsverhaltnis von Faktor XIII zu Fibrinogen, ausgedruckt in Einheiten des Faktor XIII/g 
Fibrinogen, von mindestens 500 durch Zugabe von Faktor XIII eingestellt wird, worauf das Anti- 
biotikum zugefuhrt und das Prfiparat tiefgefroren oder lyophilisiert wird, oder nach Einstellung 
des Faktor XIII-/Fibrinogengehaltes das Praparat tiefgefroren oder lyophilisiert und nach Auftauen 
10 bzw. Rekonstituieren mit einer antibiotikumhaltigen Losung vereinigt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die f ibrinogenhaltige Blutplasmafraktion mit einer Puf- 
ferlosung gewaschen wird, dadurch gekennzeichnet, dafl der Waschprozefl bis zur Erreichung einer 
Faktor XIII-Konzentration von 200 Einheiten Faktor XIII/g Fibrinogen durchgefiihrt wird, worauf Fak- 
tor XIII in einer Menge von mindestens 300 Einheiten/g Fibrinogen in Form eines Konzentrates 

15 oder Lyophilisates zugefugt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl ein Plasmin-Inhibitor bzw. Plas- 
minogen-Aktivator-Inhibitor aus der Gruppe Aprotinin, a , -Antiplasmin , a 2 -Makroglobulin, a, -Anti- 
trypsin, c-Aminocapronsaure und Tranexamsaure verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl der Gewebeklebstoff als zwei- 
20 komponentiges Praparat hergestellt wird, wobei in der ersten Komponente Faktor XIII, Fibrinogen 

und der Plasmin-Inhibitor bzw. Plasminogen-Aktivator-Inhibitor enthalten ist, wahrend in der zwei- 
ten Komponente das Antibiotikum, Thrombin und zweiwertiges Calcium enthalten sind. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl das Antibiotikum in Form eines 
schwer loslichen Derivates verwendet wird. 



Druck: Ing.E.Voytjech, Wien 



